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Abstract of DE1 9938092 

Disclosed are novel nucleoside derivatives of 

general formula (I), wherein R1 represents a or 
nucleobase or a nucleobase that is provided with v3 
at least one protective group, R2 means an H 

atom or a diisopropylamino-(2-cyanoethoxy)- jT ]^ j| • w . 

phosphinyl group, R3 is an H atom or an alky! ....-''^^ ^ \ / (') 

radical with up to 4 C atoms, R4 represents an H ^2 
atom, a nltro group or an alkyl radical with up to 4 jL 
G atoms. R5 and R6, independently from each 
other, mean an H atom, an alkyl radical with up to 
4 C atoms or an alkoxy radical with up to 4 C 
atoms or together represent a methylenedioxy 
group and R7 is an H atom or an alkyl radical 
with up to 4 G atoms. The novel nucleoside 
derivatives can easily be split by means of UV 
light and are used for the synthesis of 
oligonucleotides. 
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(S) Nucleosidderivate and Verfahreh zu deren Hersteilung 



@ Beschreiben werden neue Nucleosidderivate der allge- 
meinen Formel I 



leicht spalten und werden fur die Synthese von Oligonu- 
cleotiden verwendet. 
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I 

worin 

R 1 eine Nucleobase oder elne mit mlndestens elner 

Schutzgruppe versehene Nucleobase darstellt, 

R 2 ein H-Atom oder eine Diisopropylamino-(2-cyanoet- 

hoxy)-phosphinyl-Gruppe bedeutet, 

R 3 ein H-Atom oder ein Alkyirest mit bis zu 4 C-Atomen 

ist, 

R 4 ein H-Atom, eine Nitrogruppe oder einen Alkyirest mit 
bis zu 4 C-Atomen darstellt, 

R 5 und R 6 unabhangig voneinander ein H-Atom, ein Al- 
kyirest mit bis zu 4 C-Atomen oder ein Alkoxyrest mit bis 
zu 4 C-Atomen bedeuten oder zusammen eine Methylen- 
dioxygruppe darstellen, 

R 7 ein H-Atom oder ein Alkyirest mit bis zu 4 C-Atomen 
ist und 

n die Zahl 0 oder 1 bedeutet. 



phSS^STaJ^'""'*"*" ^""^ <^ Nud«»l<id»v«. »r VMlgu,g „ welch. «=h leich. 
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Ri eine Nucleobase oder eine mit mindestens einer Schutzgruppe versehene Nucleobase darsteUt 
K2 ein H-Atom oder eine Diisopropylainino-(2-cyanoethoxy)-phosphinyl-Gruppe der Formel IV ' 




bedeutet, 

R3 ein H-Atom oder ein Alkylrest mit bis zu 4 C-Atomen ist, 

R4 ein H-Atom eiiie Nitrogruppe Oder einen Alkyliest mit bis 2u 4 C-Atomen darsteUt 

A,Zt^ T'^ il^ voneinander ein H-Atom. ein Alkylrest mit bis zu 4 C-Atomen oder ein Alkoxyrest mit bis zu 4 C- 
Atomen bedeuten oder zusammen eine Methylendioxygruppe darstellen. -f^ojiyresi mit dis zu 4 c 

R7 em H-Atom oder ein Alkylrest mit bis zu 4 C-Atomen ist und 
n die Zahl 0 oder 1 bedeutet. 

.che^gSS:SeT£^^^^ 

Weiterhin ist es erfindungsgemaB bevorzugt, daB 
R3 ein H-Atom, eine Methyl- oder eine Ethylgruppe ist. 

Es ist femer bevorzugt, daB 
R4 ein H-Atom, eine Nitrogruppe oder eine Methylgruppe ist. 

Weiterhin ist bevorzugt, daB 

R5 und unabhang^g voneinander ein H-Atom oder eine Methyl-, Ethyl-, Methoxy- oder Ethoxygruppe darsteUen oder 
zusammen eine Methylendioxygruppe bilden. FF^ ua«.«=ucu oacr 

gemdn'^?^e?r'^^'* "^^^ vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur HersteUung eines Nucleosidderivats der aU- 
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1 OR2 



worin die Reste Ri, R2, R3, R4, R5, R^ und R7 sowie n die oben angegebene Bedeutung haben, 
wobei man in an sich bekannter Weise eine Verbindung der allgemeinen Formel II 




worin die Reste R3, R4, R5, R5 und R7 sowie n die oben angegebene Bedeutung haben, 

mil Thiophosgen umsetzt und die so erhaltenen Thiocarbonylchloride mit einer Verbindung der allgemeinen Formel LI 
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worin die Reste Ri und R2 die oben angegebene Bedeutung haben, 
umsetzt. 

Die vorliegende Erfindung beschreibt einen neuen lyp von photolabilen Schutzgruppen an Nukleosidderivaten (allge- 
meine Formel I), die sich sehr effizient abspalten iassen. 40 

Die Thiokohlensaureester entsprechend der Formel I lassen sich analog zu den Kohlensaureestem in zwei Schritten 
herstellen. Zunachst wird ein Nittobenzylalkohol- oder ein 2-Phenylethanolderivat mit Thiophosgen zum entsprechen- 
den Thiocarbonylchlorid umgesetzt und anschlieBend mit dem jeweiiigen Nukleosidbaustein gekoppelt. Dabei nehmen 
Nukleobase und Schutzgruppen des Nukleosidbausteins auf die Synthese wenig EinfluB. Nach dem Anbringen der pho- 
tolabilen Schutzgruppe kann der Nukleosidbaustein in sein Phosphoramidit uberfiihrt werden, so daB er der etablierten 45 
Amidit-Chemie, wie sie auch auf kommerziellen DNA-Synthesizem stattfindet, zuganglich ist. Die Abspaltung der 
Schutzgruppen der Nukleosidderivate nach Formel I erfolgt mittels Bestahlung mit einer Hg-Hochdrucklampe. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Venyendung der erfindungsgemSfien Nucleosidderivate 
zur automatischen Synthese von Oligonucleotiden. Hierbei werden an sich bekannte Syntheseautomaten und/oder Pipet- 
tienx)boter verwendet, um die gewunschten Oligonucleotide aufzubauen. 50 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher auch ein Kit zur automatischen Synthese von Oligonucleotiden um- 
fassend mindestens ein erfindungsgemaBes Nucleosidderivat, gegebenenfalls zusammen mit weiteren erfindungsgema- 
Ben Oder bereits bekannten Nucleosidderivaten und Reagenz- und Hilfsstoffen sowie Losemitteln und einer Arbeitsan- 
weisung. Die Arbeitsanweisung kann dabei auch in Form eines Computerprogramms zur Programmierung des automa- 
tischen Ablaufs der einzelnen Syntheseschritte vorliegen. Mittels dieses Kits lassen sich die gewOnschten Oligonucleo- 55 
tide leicht mittels automatisch arbeitender Vorrichtungen herstellen. 

Die folgenden Beispiele erlautem die Erfindung: 
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Beispiel 1 

(5'-(2-(2,6-Dinitrophenyl)ethoxysulfonyl)thymidin) 

a) Darstellung von 2-(2,6-Dinitrophenyl)-l-ethanol 

In einem ausgeheizten Rundkolben werden 18.2 g Dinitrotoluol in 50 ml absolutem DMSO vorgelegt und langsam mit 65 
einer Losung von 1.8 g Kalium-tert.-butylat in 20 ml t-Butanol versetzt. Die anfangs leicht gelbliche Losung fSrbt sich 
dabei intensiv violett. Das Reaktionsgemisch wird zunachst bei Raumtemperatur 5 Minuten und anschlieBend bei 70^C 
ftir 10 Minuten geriihrt. Man l^t abktihlen und ruhrt Uber Nacht bei Raumtemperatur weiter. Zur Aufatbeitung neutrali- 



b) DarsteUung von 2-(2,6-Dinitrophenyl)ethoxysulfonylchlorid 
peraturriihren und zieht ein KontroU-DC rLaufmUfei- c^}r.rr.fr.^\ t7. , " V anscnueBend 13/4 h bei Raumtem- 

c) DarsteUung von 5'-(2-(2,6-Dinittopheaiyl)ethoxysulfonyl)thyniidin 

Beispiel2 

5-0-(2-(2-Nitrophenyl)propoxythiocarbonyl)thyimdin 
a) DarsteUung von 2-(2-Nitrophenyl)propanol 
eineni ausgeheizten und mit Argon befluteten Rundkolben werden 3.02 g (2 69 ml) 

teltnchter uberfuhrt und nut einer gesattigten NaCl-Losung gew^chen. Die wa;srige Phase wW^eimal^rlS?: 
nachgewaschen. die vereimgten oiganischen Phasen uber MgS04 getrocknet. Das RohprcSukTSS sSe!Srt 
ST f "'h • dient Tbluol/EtOAc (8 : if, der Gradient kann LT^dTSr SomaS^p^^^ 

auf 6 . 1 gesteagert werden. Das Produkt wird erst sehr spkt eluiert und schmiert Qber einen weiten BereicS SiX 
?;LSSlT=t28"°' " einer Ausbeute von 2.06 g (50%) als r6tUches Ol. ^.mnSt^eS!^^^^^ 

b)2-(2-Nitrophenyl)propoxythiocarbonylchlorid 

sSa n IS vorgelegt und tropfenweise unter EiskOhlung mit einer Losung von 1.5g des ASok md 

J;f, 'I ^ Tnethylanun in 15 nd THF versetzt. Man riihrt eine Stunde unter EiskUhlung so^ie etae weiS 
Stunde be, Raumtemperatur. Die Ixisung wird uber CeUte filtriert und der FUterfcuchen mit THF LXewicheTD^ 
Losungsmttelv^damRotationsverdampferabdestimertundderRucksto^ 

gewunschte Produkt in einer Ausbeute von 2.09 g (97%) als hellbraunes Ol. Keakuon hefert das 

c) DarsteUung von 5'-0-(2-(2-Nitrophenyl)propoxythiocarbonyl)thymidin 

1.48 g 2'-Desoxythymidin werden dreimal mit jeweils 15 ml absolutem Pyridin koevaporiert. in weiteren 15 ml Pvri 
din aufgenommen und anschlieBend mittels eines Isopropanol/N^-Kaltebades auf ^O'C^abg^kiSirt Ei^ri^sSSn 
2.09 g Thiocarbonylchlonds in 20 ml absolutem Dichlormethan wiid langsam zugespritzt, die LOsung wSd zSadfst^ 
6 Stunden bei und anschUeBend uber Nacht bei Raumtemperatur weiteiglrXt. Ene oSSSeZStS 

Dichlormethan/Methanol = 9:1) zeigt einen deutlichen Produkts^t, woraufhin die Reaktion abgeSSn wSSlS 
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Aufarbeitung wird der Kolbeninhalt mit 50 ml Dichlormethan in einen SchUtteltrichter iiberfuhrt und mit 50 ml Aqua 
dest gewaschen. Die wassrige Phase wird dreimal mit jeweils 50 ml Dichlormethan nachgewaschen, die vereinigten or- 
ganischen Phasen uber Na2S04 getrocknet, Zur Reinigung wird das Rohprodukt in etwas Dichlormethan/Methanol auf- 
genommen und auf eine Kieselgelsaule aufgetragen. Als Lauftnittel dient zunachst Dichlormethan/Methanol = 100 : 1, 
der MeOH-Gradient kann zum Ende der Eluierung auf 100 : 4 gesteigert werden. Die Reaktion ergab das Produkt in ei- 
ner Ausbeute von 937 mg (25%) als hellbraunen Schaum. Rf-Wert (SiHca60, Laufmittel CHaCIi/MeOH 9:1) = 0,89 

Beispiel 3 

AbspaltungderSchutzgruppe . 

Zersetzung von 5'-0-(2-(2-Nitrophenyl)ethoxythiocarbonyl)thymidin durch Bestrahlung mit UV-Licht 

Zur Untersuchung der Zersetzungsgeschwindigkeit von 5 -0-(2-(2-Nitrophenyl)-ethoxythiocarbonyl)thymidin wird 
1 mg der Verbindung eingewogen, in /ml Methanol gelost und in eine Quarzglaskuvette (Durchlassigkeit im Wellenlan- 
genbereich von 200 nm-2500 nm, Schichtdicke 1 cm) gefuUt. Die Bestrahlung erfolgt durch eine Quecksilberdampf- 
lampe der Firma ORIEL Instruments, Model 66057 (Leistung 250 W). Um ein ubermassiges Aufheizen der Kuvette zu. 
vermeiden, wird ein mit Wasser gefUUtes IR-Filter vorgeschaltet. Die KUvette wird in einer Entfemung von etwa 20 cm 
von der Lampenoptik in den Strahlengang gebracht. Im Abstand von je einer halben Minute werden der L6sung 10 ^1 
entnommen und mittels HPLC analysiert. Die MeBwerte sind in Fig. 1 dargestfillt. 

Patentanspruche 
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1. Nucleosidderivate der allgemeinen Formel I 
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Ri eine Nucleobase oder eine mit mindestens einer Schutzgruppe versehene Nucleobase darstellt, 
R2 ein H-Atom oder eine Diisopropylamino-(2-cyanoethoxy)-phosphinyi-Gruppe der Formel IV 




40 



45 



bedeutet, 

R3 ein H-Atom oder ein Alkykest mit bis zu 4 C-Atomen ist, 

R4 ein H-Atom, eine Nitrogruppe oder einen Alkykest mit bis zu 4 C-Atomen darstellt, 

R5 und R6 unabhangig voneinander ein H-Atom. ein Alkykest mit bis zu 4 C-Atomen oder ein Alkoxyrest mit bis zu 

4 C-Atomen bedeuten oder zusammen eine Methylendioxygruppe darstellen, 
R7 ein H-Atom oder ein Alkykest mit bis zu 4 C-Atomen ist und 

n die Zahl 0 Oder 1 bedeutet. 1 . . r™ • tt 

2. Nucleosidderivate gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi Ri Adenin, Cytosm, Guanm, Thynun, Ura- 
cil Oder Hypoxanthin ist, welche gegebenenfalls eine Schutzgruppe tragen. 

3. Nucleosidderivate gemaB Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB R3 em H-Atom, eme Methyl- oder. 

eine Ethylgruppe ist. jot. • tt a * 

4. Nucleosidderivate gemaB einem der voranstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB R4 ein H-Atom, 
eine Nitrogruppe oder eine Methylgruppe ist. 

5 Nucleosidderivate gemaB emem der voranstehenden AnsprUche, dadurch gekennzeichnet, daB R5 und R6 unab- 
hangig voneinander ein H-Atom oder eine Methyl-, Ethyl-, Methoxy- oder Ethoxygruppe darstellen oder zusammen 
eine Methylendioxygruppe bilden. 

6. Verfahren zur Herstellung eines Nucleosidderivats der allgemeinen Formel I 
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(CH2), 



worin die Reste Ri, Rj, Rj, R,, Rj, R7 sowie n die in Anspruch 1 angegebene Bedeutun^ h^hen 

wobe. man in an sich bekannter Weise eine Verbindung der aUge^einen Sd E ^"^""""S 



(CH2)n-OH 




"^^f^^^^^to ^3. R4. R5. R<s und R9 sowie n die in Anspruch 1 angegebene Bedeutung haben 
^tTh.ophosgenun.seutunddiesoerhaltenen™o-cart,oWchlori^ 




worin die Reste Ri und R2 die in Anspruch 1 angegebene Bedeutung haben. 
umsetzt. ' 

7. Verwendung der Nucleosidderivate gemaB Anspruch 1 zur automatischen Synthese von Olisonucleotiden 
soSL " von OUgonucleodden umfassend nundesteL ein nSSES gem^ An- 

pr^ch 1. gegebenenfalls zusammen mit weiteren Nucleosidderivaten gemaB Anspruch 1 und Re^geS uTdl[^s 
stoffen sowie Losemittehi und einerArbeitsanweisung; " ' "na i^eagenz und HilTs- 

ffierzu 1 Seite(n) Zelchnungen 
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Fig. 1 




